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Verfahren zur Optimierung der Produktion von Adenovirus- 
Vektoren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der 
Produktion von Adenovirus-Vektoren durch Uberexpression des 
Zellzyklusregulators p21, einem Henner von Zyklin-abhangigen 
Kinasen (CDK) , in entsprechenden Produktionszellinien. 

Bekanntermafien sollen z.B. zur Behandlung genetischer 
Erkrankungen iiber gentherapeutische Methoden die bei der 
Krankheit defekten Gene durch intakte Gene ersetzt werden. Die 
intakten Gene werden in das Gewebe transferiert , in dem das 
entsprechende Gen nonnalerweise exprimiert wird. Fttr eine 
wirksame Therapie muB der Gentransfer einen hohen Anteil der 
Zellen des zielgewebes erreichen. Hinsichtlich ihrer 
Effektivitat sind virale Vektoren bis heute nichtviralen 
Gentransfersystemen uber legen. Die am haufigsten angewandten 
viralen Vektoren sind aufgrund ihrer groBen Effektivitat 
Adenovirus-Vektoren . 

Die Effizienz und Qualitat der Amplif ikation von Ad-Vektoren in 
entsprechenden Produktionszellinien hangt in entscheidendem 
MaBe davon ab, ob die den Vektor amplif izierenden Zellinien zum 
richtigen Zeitpunkt geemtet werden. Wird zu fruh geerntet, ist 
zu wenig Ad vektor produziert worden, wird zu spat geerntet, 
sind die Zellen schon abgestorben und der Ad vektor 
unwiederbringbar verloren. Letzteres wird dadurch verscharft, 
daB wahrend der Ad-Vektor Produktion ein gesteigerter 
Medienverbrauch stattfindet, dadurch das Medium starker 
angesauert wird und durch seinen sinkenden pH -Wert die Ad- 
Vektor produzierenden Zellen und somit der zu produzierende Ad- 
Vektor weiter geschadigt werden. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
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zu entwickeln, das diesen Mechanismus auf halt und es erlaubt, 
die Ad-Vektor produzierenden Zellen am Leben zu halten . 

Die Aufgabe wird erf indung sgemdB dadurch gelost , daB unabhSngig 
von endogenen Status des Zellzyklusregulators p21 sein 
genetisches Material, wie das Gen Oder eine cDNA von p21 in 
eine Produktionszellinie zur Vermehrung von Adenovirus Vektoren 
(Ad-Vektor) eingebracht wird. Durch die Uberexpression von p21 
wird die Produktionszellinie gehindert, nach Infektion mit dem 
zu amplifizierenden Ad-Vektor in Apoptose zu gehen und die 
Mediums ituat ion verbessert. 

Unter Verwendung an sich bekannter Gentransfertechniken wird 
eine cDNA des Zellzyklusregulators p21 in einer 
Produktionszellinie zur Vermehrung von Adenovirus Vektoren (Ad- 
Vektor) eingebracht. Dies geschieht fiblicherweise in Form einer 
Expressionskassette mit Oder ohne einem regulierbaren Promotor. 

p2l ist ein bekannter Zellzyklusregulator , der als Hemmer von 
Zyklin-abhSngigen Kinasen den Wiedereintritt senescenter Zellen 
in den Zellzyklus verhindert. Diese Funktion des p21 schliefit 
verschiedene Mechanismen ein, wie Hypophosphorylierung des 
Retinoblastom Genproduktes (Rb) , Bindung an 'proliferating cell 
nuclear antigen' (PCNA), Bindung an CDK-Zyklin-Komplexen wie 
zyklin D-CDK4, Zyklin E-CDK2 und Zyklin A-CDK2. W&hrend die 
Wechselwirkung von p21 mit PCNA die DNA-Replikation blockiert, 
verhindert die Wechselwirkung mit CDK-Zyklin-Komplexen den 
zellzyklusbeginn durch G1 Arrest. Die Gegenwart von p21 und 
seiner zellul&ren Funktion ist von Lebenswichtigkeit f iir das 
Oberleben der Zelle. Das zeigt sich darin, daB kaum Mutationen 
des Proteins existieren, die lebensfahig sind. 

BekanntermaBen replizieren Eukaryonten-Zellen ihr Genom nur 
wahrend eines umschriebenen Zeitabschnittes , der als DNA— 
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Synthesephase Oder kurz als S-Phase bezeichnet wird. Die Phasen 
des Zellzyklus umfassen vier Phasen: Gl-Phase, S-Phase, G2- 
Phase und Mitose. Ihre Zeiten sind relativ konstant: Die Gl- 
Phase ist von unterschiedlicher L&nge: in proliferierenden 
Zellen liegt sie zwischen 2 nnd 20 Stunden, S-Phase: 6-10 
Stunden, G2-Phase: 2-4 Stunden, Mitose: 3-4 Stunden. 



PUr den stabilen Gentransfer von p21 in an sich bekannte 
Produktionszellinien werden die an sich ublichen 
Ubertragungsmethoden eingesetzt, wobei entweder die reine DNA 
ubertragen wird Oder sie in entsprechende Vektoren verpackt 
wird, die viral Oder nichtviral sein kdnnen. 

Gem£B der Erf indung besteht eine AusfOhrungsvariante darin, das 
genetische Material von p21 stabil unter Nutzung eines 
konstitutiv exprimierenden Promotors Oder unter Nutzung eines 
regulierbaren Promotors zu Obertragen. 

Eine weitere AusfOhrungsvariante besteht darin, das genetische 
Material von p21 transient unter Nutzung eines konstitutiv 
exprimierenden Promotors Oder unter Nutzung eines regulierbaren 
Promotors zu Obertragen. 

GemaB der Erfindung wird unter einer stabilen Obertragung die 
Integration des genet ischen Materials von p21 in das Genom der 
Zielzelle verstanden. Bei transienter ttbertragung liegt das 
genetische Material von p21 epichromosomal vor. 

Das erf indungsgemOBe Verfahren hat den Vorteil, daB die 
Expression von genetischem Material des p21 in der Zellinie 
diese langer am Leben erhOlt, wodxirch die Ernte des Ad vektors 
zum optimalen Zeitpunktes mbglich ist. 
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Die Erfindung wird am Beispiel der 
verschiedenen Adenovirus-Vektoren 

Produktionszellinien erlfiutert. 



Amplif ikat ion von 
in Adenovirus- 



Adenovirus— Vektoren werden in sogenannten Produktionszellinien 
vermehrt. Unabhfingig von der zu benutzenden Zellart und der 
prinzipiellen Methode kommt es in den Produktionszellen schon 
wfihrehd der Vermehrung der Adenovirus-Vektoren zur Expression 
des Transgens filr das diese Vektoren kodieren. Wird ein 
toxisches, z.B. ein Apoptose-f drdemdes , Gen exprimiert, stirbt 
die Zelle fruher, wird ein Apoptose-hemmendes Gen exprimiert, 
leben die Zellen lfinger . Wfihrend ersteres die Vektorproduktion 
beeintrfichtigt , beeinf luflt letzteres die Vektorproduktion 
positiv. Konsequenterweise geht eine Produktionszellinie die 
einen Adenovirus-Vektor vermehrt, der das Apoptose-f drdernde 
Gen p53 ( Ad. p53 ) trfigt, viel frtlher in Apoptose als wenn sie 
einen Adenovirus-Vektor amplif iziert, der ein Apoptose- 
hemmendes Gen trfigt, wie z.B. p21 (Ad.p21) (Abb.l). Das zeigt 
sich sowohl in der Zahl der toten Zellen als auch in den 
metabolische Bedingungen der Zellkultur. Letztere sind wiederum 
wichtig ffir die Qualitfit der Ausbeute. Folglich zeigt eine mit 
Ad.p21 infizierte Produktionszellinie deutlich bessere 
Mediumverhfiltnisse als eine mit Ad.p53 infizierte Kultur (Abb. 
2 bis Abb. 4). 

Abb. 1 Morphologie von Zellkulturen der Adenovirus-Vektor 
Produktionszellinie 293 , die mit verschiedenen Ad-Vektoren 
inf iziert wurden. A: Pseudo-Inf ektion, B: Ad. CD (Cytosin- 
Deaminase), C: Ad.p21, D: Ad.p53. 

Abb. 2 Mediumverbrauch am Beispiel der Glukosekonzentration in 
Zellkulturen der Adenovirus-Vektor Produktionszellinie 293, die 
mit den verschiedenen Ad-Vektoren (s. Abb.l) inf iziert wurde. 
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Abb. 3 ZellschSdigung am Beispiel der Lactatdehydrogenase ( LDH ) - 
Konzentration im Medium der Zellkulturen der Adenovirus-Vektor 
Produktionszellinie 293, die mit den verschiedenen Ad-Vektoren 
(s. Abb. 1) infiziert wurde. 

Abb. 4 Laktatkonzentration im Medium der Zellkulturen der 
Adenovirus-Vektor Produktionszellinie 293, die mit den 
verschiedenen Ad-Vektoren infiziert wurde. 
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Patentanspriiche 



1. verfahren zur Optimierung der Production von Adenovirus- 
Vektoren , gekennzeichnet dadurch , 

daB unabh&ngig vom endogenen Status des Zellzyklusregulators 
p21 genetisches Material von p21 in die Adenovirus- 

Produktionszellinie eingebracht und dort exprimiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

eine stabile Cbertragung unter Nutzung eines konstitutiv 
exprimierenden Promotors erfolgt. 

3. verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

eine stabile Cbertragung unter Nutzung eines regulierbaren 
Promotors erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

eine transiente Cbertragung unter Nutzung eines konstitutiv 
aktiven Promotors erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

eine transiente Cbertragung unter Nutzung eines regulierbaren 
Promotors erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der Gentransfer von genetischem Material des p21 mittels an 
sich bekannter Gentechniken durch Cbertragung der reinen DNA 
Oder unter Verwendung viraler Oder nichtviraler Vektoren 
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erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das Verfahren unabh&ngig von der benutzten Produktionszellinie 
ist. 

8. Verwendung von genetischem Material des Zellzyklusregulators 
p21 in Produktionszellinien zur Herstellung adenoviraler 
Vektorsysteme . 
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the production of adenovirus vectors, characterized 
in that the cDNA of the cell cycle regulator p21 is 
overexpressed in a corresponding production line. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren zur 
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